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Procede de fabrication de compose comprenant un groupement hydroxyle libre et 
un groupement hydroxyle protege par une fonction ester 
par reaction en^matique 

5 

La pr^sente invention concerne un procSde de fabrication d'un compost 
comprenant un groupement hydroxyle libre et un groupement hydroxyle protege 
par une fonction ester par reaction enzymatique en utilisant une lipase de la 
10 classe EC 3.1.1.3. La presente invention concerne egalement Tutilisation de ce 
compose comme intermediaire pour la fabrication de medicaments et de produits 
pharmaceutiques. 

Les synthons chiraux comprenant un groupement hydroxyle libre et un 
groupement hydroxyle proteg6 par une fonction ester sont particulidrement 
15 interessants pour ia synthase asymetrique de produits pharmaceutiques. Ainsi, 
les synthons chiraux du type 1-acetoxy-4-hydroxycyclopent-1-6ne sont 
particuiierement utilises comme precurseur des prostaglandines, des. 
prostacyclines et des thromboxanes. 

II existe notamment dans Tart anterieur plusieurs precedes developpes pour la 
20 preparation de composes monoacetate S et/ou R enantiomeriquement purs par 
catalyse enzymatique de la reaction de monoacylation par des enzymes d'origine 
animate principalement. Par exemple, la pancreatine, une enzyme provenant de 
pancreas du pore, catalyse la reaction de monoacetylatlon du 1,4- 
dihydroxycyclopent-2-§ne pour la fabrication de composes monoacetate S 
25 Enantiomeriquement purs. 

Toutefois, les autorites nationales reglementaires souhaitent a terme eliminer 
Tutilisation de produits d'origine animale pour la fabrication de medicaments et 
des produits pharmaceutiques, pour des raisons de securites medicales. II existe 
done un besoln de developper des precedes de fabrication tfintermediaires 
30 chiraux pharmaceutiques en utilisant des enzymes qui ne sont pas d'origine 
animale. 
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Par ailleurs, il exists 6galement un besoin de mettre en evidence des enzymes 
efficaces, notamment ^ de faibles quantit6s, permettant d'obtenir une bonne 
s^lectivite des synthons chiraux souhaites. 

II exists dans I'art ant6rieur des proced§s de fabrication de syntlions chiraux 
5 §nantiom6riquement purs utillsant des enzymes d'origines v6g§tales ou 
microbiennes. Toutefois, la plupart ds ces proc§d6s decrits sent difficiisment 
transposabiss S I'^chslls industrielle. II est dont trfes Interessant de disposer d'un 
precede industriel permettant d'acc6der aux synthons chiraux 
§nantiom6riquement purs souhaites. 
10 La pr^sente invention concerne un nouveau precede de fabrication de synthons 
chiraux comprenant un groupement hydro>Q^le libre et un groupement hydroxyle 
prot§g6 par une fonction ester, en utilisant une lipase provenant des bact6ries 
Gram-n§gatif Alcafigenes spp. 

Le proc6de de fabrication consists en uns transsst6rlficatlon snzymatique d'un 
15 compost diol par uns lipase et un agent d'acylation, par exemple, de la manl^re 
suivants : 





(R2)n O 



(IV) 



20 



L'utillsation de la lipase permet ainsi d'obtenir une reaction de transesterification 
du compose (I) avec des performances superieures a celles obtenues avec une 
enzyme d'origine animate, avec des quantitSs nettement plus faibles. 



wo 2005/040394 



PCT/FR2004/00266S 



A partir du compost de formule (II) de Tinvention il est possible de fabriquer des 
medicaments et produits pharmaceutiques en utilisant ce compose comme 
intemfiSdiaire. 

La pr§sente invention S pour premier objet un precede pour la fabrication d'un 
5 compose de formule (II) : 



dans lequel : 

R est une liaison covalente ou une chalne hydrocarbonee comprenant de 1 
^10 atomes de carbone ; pr6ferentiellement de 1 a 5 atomes de carbone ; 
10 - R^ est un groupe hydrocarbon§ comprenant de 1 a 10 atomes de carbone ; 
pr6ferentiellement de 1 ^ 6 atomes de carbone ; 

R^ correspond d un atome d'hydrog§ne ; n est un nombre entier compris 
entre 0 et 2, c'est d a dire 0, 1 ou 2 ; 



X est un atome choisi dans le groupe comprenant : ie carbone, I'azote, 



avec un agent d'acylation dans un solvant organique en presence d'une lipase 
de la classe EC 3.1.1.3 du genre (genus) AlcaTigenes spp, de fagon a former le 
20 compose de formule (II) ; 

b) on isole le compose de formule (II). 

La presente invention a egalement pour objet un compos6 de formule (II) 
susceptible d'etre obtenu par le proc6de tel que decrit pr6cedemment. La 
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presente invention a aussi pour objet une composition susceptible d'etre obtenue 
par le procede tel que decrit precedeniment 

Les lipases utilisees selon Tinvention sont des lipases de la classe EC 3.1.1.3 du 
genre (genus) Alcaligenes spp. Le genre Alcaligenes spp, de la famille 

5 Alcaligenacae comprend plusleurs especes, telles que par exemple : Alcaligenes 
aestus, Alcaligenes aquamarinus, Alcaligenes cupidus, Alcaligenes defragrans, 
Alcaligenes denitrificans, Alcaligenes eutrophus, Alcaligenes faecalls, Alcaligenes 
latus, Alcaligenes pacificus, Alcaligenes paradoxus, Alcaligenes piechaudii, 
Alcaligenes ruhlandii, Alcaligenes venustus, Alcaligenes xylosoxidans, 

10 On peut utiliser selon le procede de Tinvention differentes lipases conformes d 
rinvention. 

Les lipases de rinvention peuvent etre obtenues a partir de culture d' Alcaligenes 
spp. Les conditions de culture peuvent varier en fonctlon du type de souche 
utills§es. 11 est recommande de choisir ces conditions de fagon S produire les 
IS lipases de la maniere la plus avantageuse possible. La temperature de culture 
est generalement comprise entre 5 et 50^*0. La periode de culture est 
generalement comprise entre 1 et 10 jours. 

La recuperation des lipases d' Alcaligenes spp peut etre realisee de differentes 
manieres bien connues de Thomme du metier. II est par exemple possible de 

20 proceder a une separation des bacteries et du milieu de culture, notamment par 
centrifugation ou filtration, et ensuite proc§der a une purification des lipases. Par 
exemple, la purification des lipases peut etre realisee par precipitation, 
lyophilisation, chromatographie echangeuse d'lons, immuno-affinitS d i'aide 
d*anticorps mono- ou polyclonaux spdcifiques, et/ou dialyse. On peut Sgalement 

25 recueillir les lipases Alcaligenes spp par destruction des bacteries, par exemple 
par sonication et recuperation du broyat, ou par une lyse enzymatique des parois 
cellulaires. Les lipases de rinvention peuvent notamment etre purifiees a partir 
des souches d'Alcaligenes spp par ajout de sets, en utilisant par exemple du 
sulfate d'ammonium, passage dans une chromatographie echangeuse d'ions et 

30 ensuite filtration sur gel. 
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II est bien entendu que des Upases naturelles, synthetiques mut§es, chimeriques 
et/ou recombinantes provenant d'Alcaligenes spp peuvent etre utilisees dans le 
procSdd selon I'invention, dans la mesure ou leur activite de transesterification 
vis d vis des substrats de I'invention est conservde, voir amelioree. Ainsi, des - 
S lipases mutdes 6'Alcaligenes spp exprimees par d'autres mlcro-crganismes ou 
produites par synthase chimique sont §galement concemSes par la prdsente 
Invention. 

Pr§f§rentlellement, les lipases d'Alcaligenes spp utilisees selon I'invention 

permettent d'obtenir les parametres suivants : 
10 - Exc^s enantiomerique en compose (II) sup§rieur ou egal a 50 %, 

preferentiellement sup§rieur ou egal a 70 %, particulierement superieur ou egal ^ 

90 % ; tout particulierement 6gal a 100 %. 

S§!ectivltd en composes (II) et (III) sup^rieure ou §gale i 2, 

pr§f§rentiellement sup§rleure ou egale d 2,5, particulierement superieure ou 
IS egale e 3,3 ; 

Rendement en compose (II) superieur ou egal e 40 %, preferentiellement 
superieur ou egal a 50 % ; particulierement superieure ou egale a 75 % ; et 

Taux de transformation ou conversion du compose (I) superieur ou egal a 
70 %, preferentiellement superieur ou egal a 90 %, particulierement superieur ou 
20 egal e 95 %. 

Pour determiner ces parametres, on peut proceder au test suivant : dans un 
reacteur de 100 mL, on introduit sous agitation 4,21 g (0,0421 mol) de 1,3- 
dihydroxycyclopent-2-ene (correspondant au compose (I)), ci-^pres appeie diol, 
dans 30 mL d'acetone (23,7 g) e temperature ambiante (24-25 *'C). Apres 

25 soiubillsation du 1 ,3-dihydroxycyclopent-2-ene dans I'acetone, on ajoute 18,08 g 
(0,215 mol; 5 equivalents molalres par rapport au diol) d'acetate de vinyle, puis 
420 jjL (1 0 % en poids par rapport au diol) d'eau demineralisee. La temperature 
du milieu est alors fixee a 5*C. On ajoute 6 % en polds d'enzyme lipase de la 
classe EC 3.1 .1 .3 d'Alcaligenes spp par rapport au diol. Au bout de 12 heures, on 

30 effectue un preievement de 0,5 mL de milieu reactionnel que Ton centrifuge. 200 
pL sont preieves et dilues dans 800 |jL d'acetone avant Injection en 
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chromatographie en phase gazeuse chirale. On mesure ensulte les 
caract^ristiques mentlonnies precedemment comme explique dans la partie 
expSrimentale. 

Ce test permet S rhomme du metier de determiner les lipases de la classe EC 
5 3.1.1.3, provenant du genre Alcaligenes spp et/ou leurs fragments qui ont une 
activity conforme S I'invention. 

Pr^ferentiellement, les lipases utilis§es selon le procddd de I'invention prSsentent 
une sequence d'acides amines ayant un pourcentage d'homologie superieur ou 
egal a 80 %, notamment 90 %, de preference 95, plus preferentiellement 100 % 

10 avec la sequence d'acides amines de la lipase QL 6' Alcaligenes sp PL-266, 
enregistrees sous le numero FERM-P N'SIS?, la proteine ayant une activite de 
transesterification sur les substrats de I'invention. Les lipases utilisees selon le 
I'invention peuvent provenir de sequences nucl^otidiques pr6sentant un 
pourcentage d'homologie sup§rieur ou 6gal d 80 %, notamment 90 %, de 

15 pr6f6rence 95, plus pr6f§rentiellement ICQ % avec la sequence nucl§otidique du 
gene de la lipase QL d'Alcaligenes sp PL-266, enregistrSes sous le num§ro 
FERM-P N'*3187, la lipase obtenue ayant une activity de transesterification sur- 
les substrats de I'invention. 

II est entendu que le terme homologie se refere a la ressemblance parfaite ou 
20 identity entre les acides amines compares mais aussi a la ressemblance non 
parfaite que Ton qualifie de similitude. Les sequence d'acides amines peuvent 
diffdrer de la sequence de reference par substitution, deletion et/ou insertion d'un 
ou de plusieurs acides amines, de preference d'un nombre r^duit d'acides 
amines, notamment par substitution d'acides amines naturels par des acides 
25 amines non naturels ou pseudo-acides amines, d des positions telles que ces 
modifications ne portent pas significativement atteinte ^ I'activlte biologique de la 
proteine. L'homologie est generalement determinee en utilisant un logiciel 
d'analyse de sequence (par exemple, Sequence Analysis Software Package of 
the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 
30 1710 University Avenue, Madison, Wl 53705 ; ou BLAST software du National 
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Center for Biotechnology Information, US National Library of Medecine, 8600 
Rockville Pike Bethesda, MD 20894). 

Les sequences d'acides amines des lipases naturelles, synth§tiqu6s mutees, 
chim6riques et/ou recombinantes peuvent etre de la meme longueur que les 

5 sequences de reference. 

il en entendu selon I'invention que les lipases de la classe EC 3.1.1.3 peuvent 
provenir des bact§ries du genre d'Alcaligenes spp. Toutefois, par exemple dans 
le cadre de precede industriel de fabrication de ces lipases, il est possible que 
celles-ci soient produite par des cellules hotes ou par des processus chimiques. 

10 Les sequences nucleotidiques conduisant a la synthese des lipases naturelles, 
synth6tiques mutees, chimeriques et/ou recombinantes peuvent etre inser6es 
dans des vecteurs a replication autonome au sein de I'hote choisi, ou des 
vecteurs int6gratifs. De tels vecteurs serdnt prepares selon les m6thodes 
couramment utilisees par I'homme du metier, et les clones en resultant peuvent 

15 §tre introduits dans un h6te approprid par des methodes standard, telles que par 
exemple r§lectroporation ou la transformation au chloride de calcium, 
polyethylene glycol ou la fusion de protoplastes. Les signaux contrdlant 
I'expression, ou la sur-expession, des sequences nucleotidiques (promoteurs, 
actlvateurs, sequences de terminaison...) sont choisis en fonction de I'hSte 

20 cellulaire utilise. Les cellules hdtes peuvent §tre transfectees de mani^re 
transitoire ou stable, par ces vecteurs d'expression. Ces cellules peuvent etre 
obtenues par I'introduction dans des cellules hdtes. procaryotes ou eucaryotes. 
Des exempies de cellules hfites incluent notamment des cellules de mammiferes, 
telles que les cellules 293, CMV (cellule de cqrtomegalovirus), des cellules 

25 d'insectes telles que les cellules d6rivees d'ovaire de Spodoptera frugiperda ou 
cellules d'embryons de Drosophila melanogaster, des bacteries telles que E. coll, 
B. subtilis et des souches de levures telles que Saccharomyces cerevisiae. 
Les lipases de I'invention peuvent egalement etre produltes par synthese 
■ chimique. A cet effet, on peut recourir ^ n'importe quelle m^thode bien connue de 

30 I'homme du metier. Le peptide de I'invention peut par exemple etre synthetis§ par 
les techniques de la chimie de synthase, telles que la synthese de type Menrifield 
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qui est avantageuse pour des raisons de puret^, de specificity antigenique, 
d'absence de produits secondaires non desires et pour sa facilite de production. 
La synthase chimique permet notamment de produire des sequences 
nucl^otidiques ou d'acides amines, comportant eventuellement des substitutions, 

5 deletions et/ou insertions par rapport S une s6quence de r§f6rence. 

On peut encore utillser directement dans le proc§de, des cellules entl§res 
d'Alcaligenes spp, Eventuellement recombinees de manidre d sur-exprimer les 
lipases a un niveau satisfaisant. A cet effet, on peut inserer dans le genome du 
micro-organisme une ou plusieurs cassettes d'expression contenant la sequence 

10 nucleotidique exprimant les lipases de I'invention, sous la dependance d'un ou 
des §l6ment(s) permettant son expression ou la regulation de son expression, 
tels que notamment des promoteurs, activateurs et/ou terminateurs de 
transcription. 

A titre d'exemple, on peut notamment utiliser la lipase QL d'Alcaligenes sp PL- 
15 266, enregistree sous le numero FERM-P N^SIST (6galement appel6 QLM) 
mentionnee par exemple dans le brevet JP 58-36953, ou la lipase PL 
d'Alcaligenes sp PL-679, enregistree sous le num§ro FERM-P N°3783, mals. 
6galement ATCC 31371 et DSM 1239, mentionn§e par exemple dans le brevet 
J P 60-15312. 

20 La lipase peut etre immobilisee sur un support solide approprie ou non 
immobilis6e. Le support solide peut §tre choisi dans le groupe comprenant : le 
DEAE cellulose, le DEAE sepharose, la diatom^e, la silice, I'alumine, le 
polypropylene, les particules ceramiques et/ou. leurs melanges. 
Comma lipases de la classe EC 3.1.1.3 d'AlcaBgenes spp, on peut notamment 

25 utiliser la Chirazyme™ L-10 commercialisee par la soci6t§ Roche ou les lipases 
QL (ou QLM), QLC, QLG, PL, PLC et PLG commercialis6es par la soci§t6 Meito- 
Sangyo. Les lipases PLC et PLG correspondent respectivement a la lipase PL 
immobilisee sur diatomee et sur granules de terres de diatomee. Les lipases QLC 
et QLG correspondent respectivement S la lipase QL immobilisee sur diatomee et 

30 sur granules de terres de diatomee. 
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De nombreux substrats de formule (I) peuvent etre monoacyles selon le proced6 
de la pr§sente Invention. 

Le groupement R peut §tre une liaison covalente ou une chalne hydrocarbon^e 
comprenant de 1 S 10 atomes de carbone, pr6ferentiellemertt de 1 S 5 atomes de 
carbone, saturee ou insatur6e, lin§aire ou branchee, allphatique, cycilque.et/ou 
aromatique. pouvant comprendre et/ou fomier un ou plusieurs cycles, 
§ventuellement aromatique. Cette chaTne hydrocarbonie peut §ventuellement 
comprendre un ou plusieurs lietiroatomes chojsi(s) dans le groupe comprenant 
le carbone, I'azote, le pliosphore, I'oxygene, le silicium et le soufre. 
Si R est une liaison covalente, le compose de formule (I) sera un compose d§riv6 
du cyclopropane. 

Preferentiellement, R est une chalne hydrocarbonee comprenant au moins une 
insaturation. R peut etre une chaTne hydrocarbonde comprenant un ou plusieurs 
cycle(s) aromatique(s) ou non-aromatique(s). 

Par exemple, si le compose de formule (I) est le cis-4-<yclopentene-1,3-diol, le 
groupement R correspond ^ une chalne hydrocarbonee InsaturSe comprenant 2 
atomes de carbone. 

Le groupement R^n est dependant de la valence de I'atome X. Par exemple, sl X 
est I'atome de carbone, R^=H et n=2. Si X est I'atome d'oxyg^ne ou de soufre, 
R^=H et n=0. De meme si X est un atome d'azote, R^=H et n=1 . 
Pr6f§rentiellement, le compose de formule (I) est choisi dans le groupe 
comprenant choisi dans le groupe comprenant les composes de formule (V), (VI) 
et/ou (VII) : 




HO...>^'^\...vOH 

V7 (VII) 
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Le substrat prefer^ selon Tinvention est le cis-4-cyclopentene-1,3-diol. Le 
composd de formule (II) obtenu a partir de ce substrat selon le procedS de 
rinvention est le (1R, 4S)-4-ac6toxy-cyclopent-2-6n-1-ol. 
5 La lipase isoiee peut etre employee en solution aqueuse, §ventuellement 
tamponn^e, dans des solvants crganiques, en solution mono-phasique ou bi- 
phasique. 

Differents types de solvants organiques peuvent §tre utilises selon la pr6sente 
invention. Le solvant est par definition capable de dissoudre, au moins 
10 partiellement, le substrat, tel que le compose de formule (I). On prefere 
notamment un solvant organique miscible a I'eau. Le solvant organique peut etre 
un compose hydrocarbone aiiphatique, cydique ou aromatique, comprenant 
6ventueliement des fonctions chlor^, azotes, acides, cetone, nitrile aldehyde 
et/ou ester. 

15 Le solvant organique est pr§f6rentiellement choisi dans le groupe comprenant : 
les cdtones telle que I'ac^tone, la m6thyi§thylcetone, la cyciohexanone, la 
cyclopentanone, et la methylisobutylc6tone (MIBK) ; les ethers tel que le methyle, 
tertiobutyle ether (MTBE) et le tetrahydrofurane (THF) ; les nitriles tel que 
I'acetonitrile ; et les composes aromatiques tel que le toluene. 

20 Pr6f6rentieilement, le solvant est compatible avec la lipase de invention, c'est a 
dire qu'il ne degrade pas la proteine et/ou quMI ne diminue pas son activity 
biologique vis S vis du proc§d6 de I'lnvention de plus de 30 %, mesur§ par 
exemple par rapport au rendement, I'exc^s enantiom^rique en compost (II), le 
taux de transformation ou conversion du compost (I) et/ou la selectivity. 

25 Outre le solvant organique, le milieu reactionnel, notamment celui de r§tape a), 
peut comprendre de I'eau, par exemple de 0,1 et 30 % en poids d'eau par rapport 
au poids du compost de formule (I), pr§ferentiellement de 5 a 20 % en poids 
d'eau, notamment de 5 a 30 % en poids d'eau. 

On entend par agent d'acylation, un compose capable de reagir avec une 
30 fonction hydroxyle du compose (I) de fagon a proteger celui-ci par rinterm^diaire 
d'une fonction ester. 
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Uagent d'acylation peut etre notamment un ester, un anhydre ou un carbonate. 
L'agent d'acylation peut etre un compose de formule (VIII) : 

R'-COO-R^ (VIII) 

dans laquelle : 

5 - R^ est defini precedemment ; et 

R^ est un groupe hydrocarbons comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, 
eventuellement lineaire, cyclique. aromatique, ramifie, satur6 et/ou insaturS ; et 
comprenant eventuellement un ou plusieurs heteroatomes, tel que Toxygdne, 
razote, le soufre, le phosphore ou le chlore. R^ est de preference un groupe 

10 alkyle comprenant de 1 a 6 atomes de carbone, eventuellement substitue par un 
ou plusieurs atomes de fluor, ou un groupe alcenyle comprenant de 2 a 6 atomes 
de carbone. 

R^ peut §tre un groupe hydrocarbons comprenant de 1 ^ 10 atomes de carbone ; 
preferentiellement de 1 a 6 atomes de carbone ; Eventuellement linSaIre, 
15 cyclique, aromatique et/ou ramifie et comprenant eventuellement un ou plusieurs 
hetSroatomes, tel que Toxygene, Tazote, le soufre, le phosphore ou le chlore. R^ 
peut etre choisi dans le groupe comprenant le methyle, Tethyle, le propyle, le. 
phenyle et Tisopropyle. 

Get agent d'acylation peut etre choisi dans le groupe comprenant : les acetates, 
20 les benzoates et les isobutyrates. 

L'agent d'acylation est pr6f§rentlellement choisi dans le groupe comprenant : 
racdtate de vinyle, I'acdtate d'ethyle, Tacetate d'isopropyle, Tacetate de 2,2,2- 
trifluoroethyle, et i'acetate d'isopropSnyle. 

Uagent d'acylation peut Sgalement dtre utilise comme solvant organique. 
25 Selon le procSde de I'invention, la proportion d'agent d'acylation est 

preferentiellement superieur a 1 mole equivalent par rapport compose de formule 

(1), preferentiellement compris entre 2 et 6 mole equivalent, plus 

prSferentiellement compris entre 1 et 10 moles equivalent. 

Le milieu reactionnel peut etre obtenu par mSlange du compos6 de formule (I), et 
30 eventuellement l'agent d'acylation au solvant, et ensuite ajout de la lipase de 

I'invention. On peut egalement obtenir le milieu reactionnel par ajout successifs 
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des produits suivants : compose de formule (I), lipase, solvant et enfin ajout de 
Tagent d'acylation. 

Les concentrations optimales en enzyme peuvent etre determinees pour cheque 
substrat et peuvent varier dans d'assez larges proportions. Seion le proc§d4 de 
5 I'Invention, la proportion de lipase peut etre comprise entre 0,1 a 30 % en poids 
par rapport au poids du compose de formule (I), preferentiellement de 0,1 S 20 % 
en poids, particulierement de 0,5 d 10 % en poids. 

La reaction de catalyse enzymatique de I'etape a) s'efFectue preferentiellement a 
une temperature comprise entre -5 et 40 "^C, preferentiellement entre 1 et 15 "^C. 

10 Pour cheque substrat, II est possible de determiner i Tavance et/ou de controler 
en continu la duree de la reaction enzymatique, en fonction du compose de 
formule (I) utilise. Un homme du metier est parfaitement a meme de determiner 
feci lament les conditions de dur6e optimales pour un substrat donne. Ceci peut 
etre realise en realisant des prSievements r§guliers du milieu r^actionnel sur 

15 lesquels on §value revolution de Texc^s enantiomerlque et le taux de conversion. 
La dur§e de ia reaction enzymatique de Tetape a) est generalement comprise 
entre 1 et 24 heures, preferentiellement entre 4 et 16 heures. 
La reaction enzymatique est conduite dans un reacteur approprie eventuellement 
muni de moyens d'agitation ou de melanges adaptes. 

20 La reaction enzymatique peut notamment etre arretee par tout moyen chimique 
approprie, tel que par ajout d'un solvant, addition de base ou d'acide, de 
detergents, et/ou de sels ; ou moyen physique approprie, comma par exemple 
par congelation, centrifugation, chauFFage, et/ou filtration. 
Selon Tetape b), le compose de formule (II) peut etre isoie de differentes 

25 manieres connues de Thomme du metier, tel que par exemple par purification par 
filtration, extraction, distillation, cristallisation, chromatographie sur colonne, et/ou 
centrifugation. On peut notamment proceder en fin de reaction ^ une filtration, 
suivie d'une ou plusieurs distillations et d'une cristallisation avant filtration. 
La presente invention a egalement pour objet Tutillsation d'un compose de 

30 formule (II) obtenu par un precede de fabrication tel que defini precedemment, en 
tant qu'intermediaire, pour la fabrication d'un medicament ou d'un produit 
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pharmaceutique, tel que prostaglandines, des prostacyclines et/ou des 
thromboxanes. A partir du compose de fomiule (II) de invention, il est possible 
de fabriquer des medicaments et produits phannaceutiques en utilisant ce 
compose comme Intermedlalre. Ainsi, par exemple, I'utilisatlon du (1R, 4S)-4- 

5 acetoxy-cyclopent-2-§n-1-ol, correspondant a un compose de formule (II) est 
utilise pour la synthase de produits pharmaceutlques, comme mentionne dans le 
brevet W09526729 et les publications suivantes : J. Stjenschantz et al. Drugs of 
the Future, 1992, 17. 691 ; Noyori et al. Angew. Chem. Int. Ed., 1984, 23, 847 ; 
Kaumen et al. J. Chem. Soc, Chem. Comm., 1986, 1298 ; Kondo et al. Angew. 

10 Chem. Int. Ed., 1975, 14, 103 ; Tomoskozi et al. Tetrahedron Lett, 1976, 4639. 
On donne ci-apres des exemples de realisation pratique de Tinvention. Les 
exemples suivent illustrent invention sans toutefois la limiter. 

Exemole 1 : 
IS Mat§riaux utilises : 

Lipase d'Alcaligenes sp. : GLG, QLC ou QL commerciailsSes par la soci^tS 
Meito-Sangyo ; ou Chirazyme L10™ commercialisee par la soclete Roche (ci- 
apres appele L10) ; 

Lipase Pancreatine : Pancreatine de pore commercialisee par la societe 
20 Sigma ; 

Substrat diol : cis-4-cyclopentene-1 ,3-diol commercialise par la societe 
Fluka (compos§ de formule (I)). 

Dans un r§acteur de 100 mL, on introduit sous agitation 4,21 g (0,042 mol) de 
1,3-dihydroxycyclopent-2-ene dans 30 mL d'acetone (23.7g) a temperature 
25 ambiante (24-25**C). Apres solubilisation du diol dans I'acetone, on ajoute 18,08g 
d'acetate de vinyle (0,21 mol; 5 equivalents molaires par rapport au diol) puis 
420|jL (10 % en poids par rapport au diol) d'eau demineralisee. La temperature 
du milieu est alors fixee a S'^C. 

On ajoute 100 % en poids d'enzyme Pancreatine par rapport au diol ou un 
30 pourcentage en poids determine d'enzyme lipase d'Alcaligenes sp par rapport au 
diol. Au bout de 6,5 heures, on effectue un prelevement de 0,5 mL de milieu 
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reactionnel que Ton centrifijge. 200 nL sont pr§lev6s et dilues dans 800 |jL 
d'ac§tone avant injection en chromatographie en phase gazeuse diirale. 
Le reste du milieu reactionnel est filtr^ de mani^re a separer la lipase ; le gateau 
est lave avec env. 3 g d'ac6tone. Le filtrat auquel on a ajout^ environ 8 g de 

5 TMBE (tertiobutyle m6thyle §ther) est ensuite distill§ sous vide de fagon S 
eliminer l'ac6tone et {'acetate de vinyle. On ajoute d la fin de cette premiere 
d6volatilisation environ 15 g de TMBE et du charbon actif. On agite et on flltre le 
milieu reactionnel sur du clarsel. Le filtrat est devolatilise. On ajoute ensuite de 
I'heptane pour cristalliser le produit souhaite et on diminue la temperature de 28 

10 ^ 8°C. Le debut de la cristallisation est observe vers IS'^C. On filtre ensuite le 
compost souhaite qui se pr§sente sous forme de cristaux blancs. Les cristaux 
comprenant le monoacetate R (compose 111) et le monoacetate S (compose II) 
sont seches sous 50 mbar d temperature ambiante durant 1 8 heures. 
La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est realisee d I'aide d'une colonne 

IS Cyclodex B composee dep -c^clodextrine permethyiee deposee dans une huiie 
silicone constituee a 86% de motifs dimethylsiloxane et de 14 % de motifs 
methyi-cyanopropylsiloxane. La colonne possede une longueur de 30 m, un- 
diametre interne de 250 [jm et une epaisseur de film d'huile silicone de 0,25 |jm. 
Le diol (compose (I)) est eiue avec un temps de retention relatif de 1,00, le 

20 monoacetate R (compose (HI)) de 1,10, le monoacetate S (compose (II)) de 1,13 
et le diacetate compose (IV)) de 1,38. 

On mesure ensuite le pourcentage surface des pics extraits de la 
chromatographe pour les composes (i), (II), (III) et (IV). Les resultats sont 
mentionnes dans le tableau I : 
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Tableau I 





Pan- 
creatine 


QLG 


QLG 


QLG 


QLG 


QLC 


QL 


L10 


Taux de 
transformation 
ou conversion 
du compose (1) 
(%) 


20 


78,9 


88.6 


93,6 


98,5 


98,7 


99 


99 


Exces 
enantiomSrique 
en compost (II) 
(%) 


67 


80 


74 


87 


94 


94 


97 


97 


Selectivlte 


10,3 


7,1 


5,6 


4,8 


3,9 


3,9 


3.3 


3,5 


Rendement en 
compose (II) (%) 


16,5 


61.9 


69.1 


72,5 


75,8 


76,4 


75,5 


76,4 


Temps de 
reaction 
(lieures) 


6,5 








o,o 




R f\ 


o,o 


Quantite 
d'enzyme (en % 

poids par 
rapport au diol) 


100 


3,6 


5,3 


7,0 


10.0 


10,0 


5.0 


5,0 



Le taux de transformation ou conversion du compose (I) (%) est calcule de la 
maniere suivante : (pourcentage surface du compose (I) au temps 0 (debut de la 
5 reaction) - le pourcentage surface du compose (I) en fin de reaction) / 
pourcentage surface du compose (I) au temps 0. 

U exc§s enantiomerique en compose (II) (%) est calcul§ de la maniere suivante : 
(valeur absolue du (pourcentage surface du compos§ (II) - pourcentage surface 
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de compose (III))) / (pourcentage surface du compose (II) + pourcentage surface 
de compose (III)). 

La sdlectivite est calcuiee de ia maniere suivante : li correspond au (pourcentage 
surface des composes (II) + (III)) / (pourcentage surface du compose (IV)). 
5 Le rendement en compose (II) (%) est calcule de la maniere suivante: 
(pourcentage surface du compose (II)) / (pourcentage surface du compos§ (I) au 
temps 0). 

On observe ainsi que Tutilisation de la lipase permet d'obtenir une reaction de 
transesterification du diol pour obtenir un compose (II) avec des performances 
10 superieures a celles obtenues avec une enzyme d'origine animale, avec des 
quantites nettement plus falbles. 
Comme il se prodult un schema reactlonnel du type : 




(I) (IV) 




la faible quantity de compose (iV) obtenue en fin de reaction en utilisant Tenzyme 
15 pancreatine entraine une mesure de selectivite importante. 
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REVENDICATIONS 



1 . Procede pour la fabrication d'un compos6 de formule (ii) : 



HO, 




R1 (II) 



5 dans lequel : 

R est une liaison covalente ou une chaTne hydrocarbonee comprenant de 1 
a 1 0 atomes de carbone ; 



10 entre 0 at 2 ; 

X est un atome choisi dans le groupe comprenant le carbone, I'azote, 
ro)Q^gene, et le soufre ; 
comprenant au moins les etapes sulvantes : 
a) on fait r§agir au moins un compost de formule (I) : 



15 avec un agent d'acylation dans un solvant organique en presence d'une lipase 
de la classe EC 3.1.1.3 d'Alcaligenes spp, de fagon a former le compose de 
formule (II) ; 

b) on isole le compose de formule (II). 

20 2. Procede selon la revendication 1 , caract§ris6 en ce que la lipase de la classe 
EC 3.1.1.3 presentent les caracteristiques suivantes : 

Exces enantiomerique en compose (II) superieur ou egal a 50 % ; 
Selectivite en composes (II) et (HI) superieure ou 6gale a 2 ; 
Rendement en compose (II) superieur ou §gal a 40 % ; et 



R^ est un groupe hydrocarbone comprenant de 1 a 10 atomes de carbone ; 
R^ conrespond a un atome d'hydrogene ; n est un nombre entier compris 




I OH 
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Taux de transformation ou conversion du compose (I) sup6rieur ou 6gal a 
70 %. 

3. ProcedS selon Tune quelconque des reVendications 1 a 2, caractSrisd en ce 
5 que la lipase est choisle dans le groupe comprenant : la lipase QL d'AIcaligenes 

sp PL-266, enregistr^es sous le num6ro FERM-P N'SIS?, et la lipase PL 
d'Alcaligenes sp PL-679, enregistr6es sous le num§ro FERM-P N*3783. 

4. Proced§ selon I'une quelconque des revendications 1^3, caracterise en ce 
10 que la lipase est immobilisee sur un support solide appropri§ ou non immobilisSe. 

5. ProcSd6 selon la revendication 4, caract6ris§ en ce que le support solide est 
choisi dans le groupe comprenant : le DEAE cellulose, le DEAE sepharose, la 
diatomee, la silice, I'alumine, le polypropylene et/ou leurs melanges. 

15 

6. Proc6d§ selon I'une quelconque des revendications 16 5, caract§ris§ en ce 
que la lipase est choisie dans le groupe comprenant : les lipases QL, QLC, QLG, 
PL, PLC et PLG. 



20 7. Proc§d6 selon I'une quelconque des revendications 1 S 6, caract^ris^ en ce 
que R est une chalne hydrocarbonde comprenant au moins une insaturation. 
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8. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce 
que le compose de formule (I) est choisi dans le groupe comprenant les 
composes de formule (V), (VI) et/ou (VII) : 




5 9. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, caracterise en ce 
que la proportion de lipase est comprise entre 0,1 a 30 % en poids par rapport au 
poids du composd de formule (I). 



10. Procede selon Tune quelconque des revendications 1^9, caracterise en ce 
10 que le solvant organique est choisi dans le groupe comprenant : les cetones telle 

que Tacetone, la methylethylcetone, la cyclohexanone, la cyclopentanone, et la 
methylisobutylcetone (MIBK) ; les ethers tel que le methyle tertiobutyle ether 
(MTBE) et le tetrahydrofurane (THF) ; les nitrites tel que Tacetonitrile ; et les 
composes aromatiques tel que le toluene. 

15 

11. Procedd selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, caracterisd en ce 
que le milieu rSactionnel de I'etape a) comprend de I'eau. 



12, Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 11, caracterise en ce 
20 que Tagent d'acylation est un compose de formule {VI 1 1) : 

R'-COO-R^ (VIII) 

dans laquelle : 
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est defini precedemment ; et 

est un groupe hydrocarbone comprenant de 1 a 10 atomes de carbone. 

13. ProcSdd selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterise en ce 
5 que Tagent d'acylation est choisi dans le groupe comprenant : les acetates, les 

benzoates et les isobutyrates. 

14. Proced6 selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, caracterise en ce 
que Tagent d'acylation est choisi dans le groupe comprenant : Tacetate de vinyle, 

10 Tacetate d'ethyle, Tacetate d'isopropyle, I'acetate de 2,2,2-trifluoroethyle, et 
I'acetate dMsopropenyle. 

15. Precede selon Tune quelconque des revendications 1 d 14, caractSrisS en ce 
que la reaction de Tetape a) s'effectue d une temperature comprise entre -5 et 40 

15 **C. 

16. Proc§de selon Tune quelconque des revendications 1 a 15, caracterise en ce. 
que la duree de ia reaction enzymatique de I'etape a) est comprise entre 1 et 24 
heures. 

20 

17. Utilisation d'un compose de formule (II) obtenu selon le proced^ selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 16 en tant qu'intermediaire, pour la 
fabrication d'un medicament ou d'un produit pharmaceutique. 
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